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HEMARA D 中 精 氨 酸 、 赖 氨 酸 
和 色 氨 酸 等 氨基 酸 残 基 的 化 学 修饰 
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用 不 同 的 化 学 试 奔 侨 饰 了 丁 系 抗菌 耿 卫 分 子 中 的 色 即 酸 、 精 毛皮 和 束 气 陂 等 氮 基 酸 残 基 。 NBS% tii 
BAD, DUZ SAEI MEES k DAE JE MOER A U R REDL DAE. coli D31 的 作用 影响 不 
Ke CHDAMLHY MRR HRAMA HES, GAEDE. colin, H wo wm 
CHDAMLHK EWER, HEKDERATHE. coli D31 的 抑 获 作用 。 这 些 结果 初步 认为 ， 护 将 甩 也 多 
AHS PMA, ETT HR, CRAMER. 

Hh, AMARRE AREA, RW KD NARA RRE RK. BR, HRD 
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TEE HE, ATT AA e Be Se He AE Hb He SH A ABE BB AE T A A 
% AAC MAA (Lepidoptera) MAMA COrthoptera) 中 的 一 些 昆虫 为 材料 ， 
注射 非 病原 菌 等 物质 于 昆虫 体内 均 能 诱导 昆虫 体内 产生 某 些 具 有 杀菌 性 的 物质 ， 其 中 有 
一 类 称 抗菌 肽 (Rasmuson et al., 1977; Okada ef al., 1983; Gotz et al., 1981; 
Hughes, 1983; Hoffman, 1980; BARS, 1982), 抗菌 肽 的 分 子 结构 和 性 质 已 有 详 
细 的 报道 (Boman ef al., 1981; Steiner et al., 1981; Andreu et al., 1983; Steiner, 
1981)。 此 外 ， 还 比较 研究 了 不 同性 质 的 诱导 源 与 抗菌 肽 产生 的 关系 ( 祁 国 荣 等 ，1983; 
FARE HRS, 1984; 周 奇 等 ，1984! RS, 1985) 。 

本 文 从 化 学 修饰 的 角度 出 发 ， 以 鳞 翅 目 昆 虫 帮 大 的 娇 产 生 的 抗菌 脉 D 为 材料 ， 研 究 
了 其 生物 活性 与 分 子 中 精 氨 酸 ， 赖 握 酸 和 色 氮 酸 等 握 基 酸 残 基 的 关系 。 
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材 料 和 方法 


材 料 


棋 乔 滞 育 蠕 ， 辽 宁 二 化 性 品种 青 黄 一 号 和 青 黄 六 号 ， 由 过 宁 稚 业 所 张 春 发 提供 。 细 
A: KA RSA CL. coli K 一 12，D31) ， 引 自 瑞典 斯 德 哥 尔 摩 大 学 微 
生物 学 系 。 演 代 焉 珀 醚 亚 胺 (NBS . MTA RF (MLH ) ， 盐 酸 产 胺 均 为 上 海 
化 学 试剂 一 厂 产 品 ， 分 析 纯 。 1 ， 2 一 二 酮 环 已 烷 (CHD) 和 揪 肽 醇 M 系 Sigma 公 司 产 
品 。CM-Sepharosc-6DB (H P E— BIB RR RRO ， Phenyl-Sepharosc-4B《 沫 基 一 一 琼 
ewe RE) :及 Sephadex G-25 均 为 Pharmacia 公 司 产品 。 


方 法 


1。 标 午 师 的 诱导 和 抗菌 肽 的 分 离 纯化 拨 〈Xian-ming Qu et al., 1982) #1 CHult- 
mark et al., 1982) 的 方法 进行 。 

2 杀菌 活力 的 测定 用 孔 灾 扩散 法 〈Bomanm et al., 1981), 

3 .抗菌 肽 的 电泳 鉴定 用 酸性 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 〈PAGE) 垂直 板 法 (Hultmark et al. 
1980) 。 在 酸性 缓冲 液 (pH4.1) 中 ， 电 压 200 伏 ， 电 泳 3 小 时 。 

4, 免 抗 杆 蚕 晴 抗 菌 肽 喇 免 疫 球 蛋白 G 的 制备 ， 取 抗菌 肽 D 1 毫克 ， 牛 血清 白 蛋 白 
2.5 毫 克 ， 一 起 溶解 于 5 毫升 0.05M，pH7.0 玖 酸 缓 冲 液 中 ， 随 后 在 搅拌 下 滴 加 0.25 & 
FIM pll 7. SRR MOK, RRA ATOR 2% ROBB. LR RMR SC 
FREER, KAMASARRKRSEA, UBL RRACRRAR., DH 
只 新 西 兰 纯 种 白 免 缘 部 必 皮 内 多 点 注射 。 每 免 注射 40 一 50 点 左右 ， 同 时 在 两 和 侧 腹股沟 淋 
巴结 群 附近 ， 各 注射 百日咳 疫苗 0,5 毫升 。 以 后 又 以 同样 剂量 和 方法 于 两 周 ， 一 个 月 和 
三 个 月 后 分 别 进行 免疫 强化 。 第 三 次 强化 时 使 用 不 完全 住 剂 ， 并 于 强化 后 一 周 取 血 作 将 
lz, KARR, MA 4°C 下 放置 过 夜 。 待 自然 疑 固 充分 析出 血清 之 
后 ， 用 一 滴 管 轻 轻 将 血清 移 至 一 无 菌 容器 内 ， 于 - 20°C 保 存 备用 ， 或 将 血清 加 固体 硫酸 
狂 使 成 他 和 度 为 50%，， 4°C 下 放置 12 小 时 ，5000 转 /分 离心 10 分 钟 ,所 得 沉淀 用 少许 生理 
盐水 深 解 ,并 在 4 “C 对 0.017547， pH 6.4 磷 酸 缓 圳 液 透 析 过 夜 ， 中 间 更 换 外 透 液 4 次 ， 
然后 取 透 析 上 清 在 DEAE 一 一 纤维 未 DE52 柱 上 纯化 。 最 后 得 免疫 球 蛋 白 G(Ig G) 。 
用 超 滤 膜 浓缩 至 5 一 10 训 升 对 生理 盐水 反复 透析 ， 离 心 后 清 液 即 为 纯 免 抗 杆 乔 师 抗 菌 肽 
了 的 IgG 。 

5 化 学 修饰 反应 ; 

C1) NBS 对 色 氮 酸 残 基 的 修饰 (Spande ef al., 1967) 

0.430 rate BRK D PEFEO. LM pH4.1 的 中 AC 组 冲 液 中 ,在 室温 搅拌 下 与 NB5 反 应 30 分 
钟 ， 用 Sephadex G-25 (1 x25cm》 脱 盐 ， 样 品 冷 并 干燥 。 

(2) CHD 对 精 氨 酸 残 基 的 修饰 《Patthy etal., 1975) 

1 毫克 抗菌 肽 D 溶 于 0.2W，pH 9 HMMA, 37°C, SCHR 3 小 时 后 用 
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Sephadex (0-25 脱 盐 ， 样 品 分 为 二 份 ! 一 份 冷 冻 干 燥 ， 另 一 份 用 于 解除 CHD 对 精 气 琶 残 
基 的 修饰 ， 用 0.1Y 的 NaOH 溶 液 调 pH 至 7.0， 再 加 盐酸 产 膀 ， 在 37?C， 无 所 条 件 下 反 
应 12 小 时 。 

(3) MLH x} Rate BREN (Batler et al., 1969) 

1 ZR RK DBFO.1M, pHo.0m RRR RE, occ, MARIN MLA 
WK. FROWN fy NaOH 深 液 维持 反应 体系 的 PH 在 3 左右， 反应 进行 60 分 钟 后 用 
Sephadex G-25 脱 盐 ， 梯 品 分 为 二 份 :一 份 冷冻 干燥 另 一 份 用 于 解除 MLH 4 Bt ate 
Beat Ke on te FA. FPA PR SK PR R OD pH 调 至 3， 和 尔后 在 37‘C 保 温 40 小 
时 。 

(1) BPARAMARREA NB. HEB C2) M03) 进行 ， 先 对 精 氨 
MRM, PUMAR. 

C5) 毛 肤 杉 M 对 抗菌 肘 品 作用 (Light et al., 1972), 

WE (GKD 为 抗菌 肽 晤 毫克) 的 二 十 分 之 一 。 友 应 在 37?C 进 行 ， 结 果 用 Edman 末 
端 分 析 法 检验 。 

(6) 双 疝 免疫 扩散 试验 基本 按 Ouchtcrlony 方 法 ,只 是 琼脂 胶 铺 在 载 玻 片 上 进行 。 


1. 修 饰 前 后 抗菌 肽 D 的 紫外 吸收 情 帝 


分 别 与 NBS5，CHD 和 MLFI 反 应 后 的 抗菌 肤 DD 紫 外 吸收 光谱 见 图 1 。 与 NBS 反应 后 
列 抗 菌 肘 上 在 280nm 吸 收 降低 ， 而 在 250nm 左 右 的 吸收 有 所 增加 。 与 CHD 反应 后 的 抗菌 
法 其 全 部 紫外 吸 收 都 有 所 增加 ， 但 吸收 峰 形 基本 不 变 ， 这 可 能 是 由 于 反应 后 分 子 中 增加 
了 一 些 CHP 分 子 ， 后 者 对 紫外 吸收 也 有 所 贡献 的 原因 。 与 MLH 反应 的 抗菌 肘 紫 外 吸收 
变化 稍 大 ， 这 时 抗菌 肽 的 紫外 吸收 峰值 可 能 被 具有 较 蝇 紫外 吸收 的 ML 分子 的 吸收 所 
HaT. B12, Seek DABISNBS, CHD 和 MLH 分 子 的 化 学 反应 在 选 定 的 条 眶 
下 者 已 进行 了 。 


2. 修 饰 后 的 抗 蓝 胀 D 的 活性 


图 2 比较 了 经 修饰 后 的 各 抗菌 肽 对 大 肠 杆 菌 〈 瑟 .cofi D31) 的 杀菌 效果 ， 表 朋 ， 
CUD 及 MLIH 对 抗菌 胀 品 分 子 中 的 精 氮 酸 及 赖 氮 柄 残 基 夏 饰 后 ， 抗 菌 脉 即 失去 了 对 大 肠 
杆 蓝 的 杀 敌 效应 ， 而 可 道 地 消除 CHD 和 MLH 对 抗菌 肽 的 修饰 后 ， 其 欠 菌 活性 重新 显示 
出 来 。 担 是 ，NBS 对 N- 端 色 氨 酸 残 基 的 夏 饰 并 不 影响 抗菌 肪 对 睛 ，coli 的 杀 灭 作用 ， 这 
一 结果 因 氨 肽 酶 M 对 抗菌 肽 D 的 作用 得 到 进一步 肯定 《图 3)》 。 此 外 ,图 2 还 表明 ， 
《1) 和 (7)，(2) 和 (8)，(3) 和 (9) 分 别 都 是 消除 抗菌 肽 了 被 CHD，MLH， 
CHD 和 MELH 园 时 修饰 后 的 结果 ， 但 不 同 的 是 ， (1)》，(2)，(3) 的 消除 修饰 剂 
反应 时 间 为 相应 《7)，“【《8) ，《9》 的 一 半 ， 出 于 反应 时 间 不 够 ， 脱 去 修饰 剂 分 子 
不 完全 ， 因 而 它们 的 杀菌 活力 没有 得 到 完全 恢复 。 
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5 修饰 前 后 抗菌 肽 D 的 电泳 行为 


抗菌 肽 分 子 中 的 精 氨 酸 和 赖 握 酸 残 基 经 修饰 后 ， 整 个 分 子 的 荷 电 性 便 发 生 了 变化 。 
由 于 CHD Gye eR PAM RET Rm, SRL IER ey, i] MLA Xt EA 
RAEM 2 fe SB DO A TE pe ARREA OT RRA 
的 一 个 游离 羧基 释放 出 来 ) 。 结 果 导 致 两 者 在 酸性 电泳 中 不 能 成 行 〈 图 4 ) 。 但 是 ， 消 
除 修 饰 剂 分 子 后 ， 不 但 这 些 肽 的 杀菌 活性 得 以 恢复 ， 而 且 整 个 分 子 的 电 性 也 得 到 恢复 
《图 4 中 的 3、5 两 列 ) 。NBS 对 色 氨 酸 残 修 基 饰 并 不 影响 整个 分 子 的 电 苘 ， 因 此 经 
NB5 修 人 饰 的 抗菌 肽 其 电 敬 行为 仍然 不 变 。 


Bl 抗菌 对 中 与 化 学 收 饰 试剂 反 
应 前 后 的 紫外 吸收 光谱 
(— ER GRMAD, (--->5SCHD RRA 
StH AD. Coeo GNBSRN GRAD, 
《一 一 "一 > EMLH RM a LRRD, 
Fig, 1 Ultraviolet absorption of 


normal and modified peptides D, 





图 2 RAADI KMS tk BH 
HW D316) a Kak BR 
C4), C5), C6) 分 别 是 CHD，MLH 
CHD #MLHE itt stat Ba kK D A, C1) A 
C73 5 C2I#MC8d, C8) MCS) 分 别 
BARAT MRD BEA CAS BAD, 
(10) BERKRBRD, (11> 是 NBSH ti hy 
D. U2 aK ME 3005) HAR, 
Fig. 2 The activity of the modified 


peptides against Æ. coli D31 
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A, ERX GMAKDWN-WETrp, B: tiA DEAK 

酶 M 作 用 300 分 钟 后 和 - 端 分 入 为 Asn《 见 讨论 》。 

Fig, 3 Edman analysis of lhe peptide 
following the digestion of ami- 
nopeptidase M, 

A, the N-terminal a. a. of normal peptide is Trp. 


B, the digested peptide is Asn. 


图 4 ADIE i A hh REED 
A: 杀菌 鉴定 ，B: FURREMABR. (10 于 
eek, (2) CHDBHMID, C3) R&CHD 
修饰 的 DD，《4) NBS tki D, (5) RE 
MLH&H Maik, (65> MLHA titi De 

Fig. 4 Electropherogram of each mo- 
dified peptide { 2 — 6) and the normal 


peptide (1). 


4 AR SP A Ht Se HO 

在 NB5，CHD 和 MLH 的 修饰 中 ， 观察 到 只 有 CHD 对 精 氨 酸 的 修饰 结果 改变 了 抗 区 
羽 D 分 子 的 免疫 原 性 《图 5 ) 。 在 双向 免疫 扩散 中 ， 经 CHD 修 饰 后 的 抗菌 肽 了 与 正 党 
抗 苗 肘 了 免疫 产生 的 抗 血清 不 能 产生 沉 潜 线 。 而 脱 去 CHD 的 抗菌 肤 仍 然 有 沉淀 线 的 产 
生 ， 说 明 精 氮 酸 残 基 在 抗菌 肽 了 分子 中 对 其 免疫 原 性 起 重要 作用 。 赖 氨 酸 和 色 氨 酸 残 基 
修饰 与 否 并 不 影响 抗 苗 肽 了 的 免疫 原 性 。 





图 5 HADHI Eh tY 
琼脂 胺 铺 在 载 玻 片上 进行 

(1) ERHARD, (2>5NBSREMD, (334 

MLH 反 应 的 D，《〈4)》 RAMLHAD., (5) Ñ 

CHD MRD, (6) 与 CHD 反 应 的 也 。 PHILA 

REE RAK DM hw. 

Fig. 5 Ouchterlony double immuno- 

diffusion of modified peptides and no- 

rmal peptide. (6) is the peptide mo- 

dified by CHD to Arg, 
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NBs 对 色 氨 酸 残 基 的 修饰 表明 ，X- 端 的 色 氢 酸 残 基 FFE A OM A KD AK 
E. coli D31 影 响 不 大 ， 这 一 点 用 氨 肽 本 M 对 抗菌 肽 D 的 作用 进一步 得 到 肯定 。 抗 菌 肽 
刀 的 N- 端 三 肽 顺序 是 H:N-Trp-Asn-Pro， 氨 肽 醉 M 能 够 把 其 中 的 Trp 水 解 下 来 ， 但 不 
能 水 解 X-Pro 肽 键 。 经 氮 央 酶 M 作 用 300 分 钟 后 的 抗菌 肽 D 末 端 分 析 结 果 表 明 ，N- 端 是 
PTS RAH 3). 198348, Andreu et af Awe 3 N- 端 缺 2 AAAA, ARAL 
杆菌 D31 有 杀菌 作用 。 这 似乎 表明 ， 抗 菌 肽 N- 端 对 其 杀 灭 天 ，cof D31 与 否 没有 多 大 
影响 。 

CHD 和 MLH 对 抗菌 肽 D) 的 精 氨 酸 和 赖 氨 酸 残 基 修 饰 后 部 使 抗菌 肽 D 失 去 杀 蓝 活 
力 。 由 于 CHD 和 MLH 都 使 口 分 子 的 电荷 性 质 发 生变 化 ， 很 可 能 表明 抗菌 肽 的 荷 电 性 对 
其 杀菌 功能 是 必需 的 。 

1981 年 Steiner 握 出 抗菌 肽 的 可 能 的 杀菌 机 制 。 根 据 抗菌 肽 D 分 子 中 电荷 的 变化 影响 
其 杀菌 活性 这 一 事实 ， 似 乎 表明 ， 抗 蓝 肽 对 细菌 的 结合 可 能 首先 是 借助 于 一 定 的 电 性 作 
用 、 这 是 一 个 值得 深入 研究 的 问题 ， 对 于 阐明 抗菌 肽 的 杀菌 机 理 将 有 所 启迪。 

抗菌 肽 了 修饰 前 后 的 双向 扩散 结果 表明 ， 抗 菌 肽 D 的 免疫 决定 短 并 不 完全 与 活力 中 
心平 行 。 只 有 分 子 中 的 精 氮 柄 残 基 被 覆 饰 后 ， 才 影响 到 抗菌 胀 D 的 免疫 原 性 。 据 此 ， 抗 
菌 肽 DD 的 免疫 决定 角 是 在 与 精 氮 酸 残 基 有 关 的 部 位 ， 或 者 ， 可 能 就 是 精 氨 酸 残 基本 身 。 
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STUDIES ON THE MODIFICATION OF ARGININE, LYSINE 
AND TRYPTOPHAN RESIDUES IN CECROPIN D FROM THE 
CHINESE OAK SILK MOTH, ANTHERAEA PERNY TI 


Tang Xianghui 


(Kunming Institute of Zoology, Academra Sinica) 


Qu Xianming 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


The tryptophan, arginine and lysine residues of cecropin D were modified 
by N-bromosuccinimide (NBS), 1, 2-cyclohexanedione (CHD) and maleic 
anhydride (MLH) respectively. It was found that the tryptophan residuc bore 
little relationship to the antibacterial activity of the peptide against Escherichia 
coli D31, but that the arginine and lysine residues were important io the 
antibacterial activity, The modification of the arginine or lysine residue of 
cecropin D resulted in a total loss of its antibacterial activity against E. coli 
D31. When the arginine and lysine residues were each regenerated from the 
modified structures the antibacterial activity of cecropin D was recovered, Thesc 
results suggest that the antibacterial activity of cecropin D is related to the 
charge in the molecule, 

Ouchterlony double immunodiffusion showed that the antigenic determinant 
of cecropin D is closely connected with the arginine residues in the peptide, 
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